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論文内容要旨
 ゴb鼠
同県
 HERG遺伝子は遅延整流カリウム(K)電流のrapidcomponent(IK,.)をコードする。
 HERG遺伝子により発現するこのK一チャネルは,心筋再分極を促進する重要な外向き電流を
 制御している。したがって,HERGチャネルが阻害されると心筋再分極は遅延し,後天性QT
 延長症候群を生じることξなる。さまざまな薬物がHERGチャネルを阻害し,低K』血症や徐
 脈は薬物による阻害作用を増強する。しかしながら,低K血症や徐脈そのものがHERGチャ
 ネルにもたらす変化は,必ずしも明らかではない。HERGチャネルには,細胞外K+イオン
 (K†。)を増やすと,細胞内外猛イオンの電気化学ポテンシャルに反し外向き電流を増加させる,
 という逆説的な特徴がある。この機序は当初KT,、がチャネルの不活性化を抑制するためと理解
 されていた。しかし,その後,HERGチャネルが細胞外ナトリウムイオン(Na一)により抑制さ
 れ,K',、がその作用に拮抗するという新たな結果が提示された。HERGチャネルのこれら陽イ
 オンによる制御は,低1ぐ。状態でのHERG電流に複雑な変化をもたらすが,その詳細な機序は
 不明である。
研究目的
 静止状態においたHERGチャネルに脱分極パルスを繰り返し与えると,正常なK+。濃度の細
 胞外液ではHERG電流の大きさは常に一定である。しかし,低K†,,状態とすると,脱分極パル
 スを繰り返すたびに,HERG電流は次第に増大するという現象が認められる(使用頻度依存性
 電流増加)。本研究では,この使用頻度依存性現象の出現する細胞外湯イオン条件,および低1ぐ。
 状態における刺激頻度と定常電流の関係を明らかにし,後天性QT延長症候群における低K†血
 症と徐脈の役割を検討した。
方法
 CHO-Kl細胞にHERGチャネルを発現させ,ホールセルパッチクランプ法を用いて全膜電流
 を測定した。①使用頻度依存性現象を明らかにするため,細胞外陽イオン環境を変化させ(細
 胞外1価陽イオンの総和は146mMと一定),一80mVの静止状態においた細胞に,0.1Hzで脱
 分極パルスを繰り返し,初期電流と定常電流を比較した。②使用頻度依存性現象が認められた
 イオン環境で,刺激頻度が定常電流に及ぼす影響を検討した。
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結果
 ①正常K+液では使用頻度依存性変化は認められず,初期電流と定常電流は同じであった。
 [K+]。≦2mMで使用頻度依存性の電流増加現象が出現し,K。を除去した上でNa一。を低下さ
 せるとこの現象はより顕著になった。しかし,Nゴ。も除去するとこの現象は消失し,またNゴ,,
 をLf。に置換しても認められなくなった。これらの結果より,[K+]。≦2mMとNa→。の存在の
 2条件が,使用頻度依存性の電流変化出現に必要と考えられた。②上記の実験で最大の変化を
 認めた細胞外陽イオン環境(K-free/20mM[Naコ。)にて,刺激頻度の定常電流に及ぼす影響
 を検討した。0.008Hz刺激による定常電流は0.1Hz刺激の32.4%と著明に減少した。また,生
 理的なイオン環境(2mM[KT]、、/144mM[Na一コ。)においても,低頻度刺激(0.0ユ7Hz)の定常
 電流は高頻度刺激(0.2Hz)の88.4%と有意に小さかった。いずれも刺激頻度を変えると,定常
 電流の大きさは可逆的に変化した。
考察
 本研究では,低K。あるいは低Na†。とすると,脱分極パルスにより誘発されるHERG電流
 は初期と定常状態で著しく異なることが初めて明らかになった。また,HERGチャネルは全く
 同一のイオン環境であるにも関わらず,刺激頻度により電流の大きさが異なるというユニークな
 特性を有することも判明した。HERGチャネルのkineticsは最もシンプルなモデルでは,
 Closed⇔Open⇔Inactivated,の3つのstateで説明される。今回の結果をこのモデルにあて
 はめると,N創。がHERGチャネルポアにclosedstateで結合し,脱分極でチャネルポアから解
 離するというモデル(Closed-Nゴ。⇔Closed-free⇔Open⇔Inactivated)が想定される。脱分
 極パルスによりNゴ、,の結合と解離が繰り返され,Closed-freestateのチャネルが徐々に増加し
 て定常状態に達すると考えられた。またK。のチャネルポアに対する親和性は,Na+。の30～50
 倍程度と他の電位依存性K+チャネルに比較して低いため,ある範囲の低K←,,イオン条件におい
 てはHERGチャネルouterporeにおいてNa+,,イオンとK+,,イオンが競合し,これが使用頻度
 依存性電流変化の発生機序となっている可能性もある。
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 審査結果の要旨
 HERGチャネルは,遅延整流カリウム電流(IK)のrapidcomponent(IK、.)を形成するKイ
 オンチャネルである。このチャネルを流れる電流は心筋再分極を制御する重要な外向き電流であ
 り,チャネルを構成するアミノ酸の変異により先天性QT延長症候群(LQT2)を引き起こす。
 また,HERGチャネルのoute1・poreは,他の一般的な電位依存性Kチャネルにはない特異な
 アミノ酸配列を有し,さらにouterpore内腔の容積が大きいため,薬物による影響を非常に受
 けやすい。抗不整脈薬に限らず,抗生物質,抗ヒスタミン薬,消化管作動薬などの多様な薬物が
 このチャネルを阻害し,後天性QT延長症候群の原因となることが明らかにされている。また,
 低K血症や徐脈は,薬物によるHERGチャネルの阻害作用をさらに増強する。HERGチャネ
 ルの阻害により,torsadesdepointes型の心室頻拍や突然死が誘発されることから,このチャ
 ネルの制御機構を解明することは,致死性不整脈防止の観点から極めて重要である。これまでの
 研究より,HERGチャネルは細胞外腔を除去すると,細胞外Nゴにより強力に阻害されるこ
 とが明らかにされている。この阻害作用は細胞外Kヨにより拮抗されるが,微量の細胞外Kチ存
 在下で細胞外Na⊥がHERGチャネルに及ぼす効果は不明であった。本研究ではこれら細胞外陽
 イオンを変化させることにより,HERGチャネルに極めてユニークな特性が存在することが初
 めて明らかになった(以下)。
 1)[K+]≦2mMとすると,トレイン刺激により誘発されるHERG電流は,初期(ll.、)と5分
 後定常電流(1、、)で著しく異なり,チャネルの使用依存性に電流が増大する。この現象は正常
 K'←液中では認められず,低KTかつNゴの存在が必要である。
 2)全く同一のイオン環境であるにも関わらず,[K+コ≦2mMでは刺激頻度の違いにより1、、が
 異なる。同様の現象は他の電位依存性チャネルでは報告されていない。
 上記1),2)の現象が起こるメカニズムとして,他の電位依存性Kチャネルに比較して,K半
 のHERGチャネルに対する親和性が低く,NaTイオンの影響を受けやすいこと,およびNa†
 によるHERGチャネルのclosedstateblockという現象が考えられる。
 今回の実験系で得られた結果は,生体内での事象に単純に適合はできないが,徐脈時のQT延
 長に新たなメカニズムの存在する可能性を提示している。[Kコ≦2mMは臨床的に十分経験し
 うる濃度であり,低K血症と徐脈の合併には充分留意する必要がある。
 以上,本論文は綿密な実験計画に基づいた研究であり,低K血症の状態でHERG電流が抑制
 される分子機構を電気生理学的に解析し,outerporeにおけるK⊥とNa一の分子相互作用とそ
 の意義を証明した極めて興味深い論文である。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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